














































入院患者由来の分離が多く 85.4%を占めていた（p <0.01）。分離頻度を 2013年の国内統計デ






minimum inhibitory concentration (MIC）が 4μg/mL以上で非感性と判定された 175株
（3.2%）を対象に、分子生物学的同定、薬剤耐性機構の解析、パルスフィードゲル電気泳動
（pulsed-field gel electrophoresis ; PFGE）、Multilocus Sequence Typing (MLST)、CLSI
標準法による薬剤感受性試験を実施した。RpoB Zone1領域の解析による菌種レベルの同定結




baumannii でOXA-66型 carbapenem-hydrolysing class D β-lactamase(CHDL）を産生
しSequence Typing (ST)469、ST4、ST436で世界的流行株の International clone Ⅱである
clonal complex (CC) 92に属するグループ、 2008～2009年にはA. baumanniiでOXA-23
型CDHLを産生するST92（CC92）グループ、2009～2014年にはOXA-66型CDHL産生の










薬剤耐性機構の分子解析により、A. calcoaceticusから bla IMP-1およびアミカシンの修飾酵素
遺伝子aac(6’)-1bと ant(3”)-1が世界で最初に検出された。また、アウトブレイク株を含む
MDRAの 88.9%（80/90株）において、国内では報告がまだ少ないアミノグリコシド系薬の超高
























定根拠としてきたために、A. baumannii、A. nosocomialis 、A. pittii、A. calcoaceticusの4菌
種間ではその生化学的性状の酷似性のため鑑別不可能であり 7)、日常診療においては
















系薬耐性A. baumanniiの分離頻度が著増し 23, 24)、治療に難渋することが問題となっていた
25,26）。さらには病院内においてアウトブレイクの原因菌となり得ることから 1,27-30)、最も注意すべき















OXA-24-like、OXA-58-like 遺伝子保有株は OXA-51-like も同時に保有する。OXA-23-like
産生株はアジア地域（中国、韓国、台湾、香港、タイなど）とヨーロッパに多く、OXA-24-like はイ





れる 46)。さらに、2002年に 30S リボソーム中の 16S rRNAをメチル化することでアミノグリコシド
系薬の超高度耐性を付与する 16S rRNA メチルトランスフェラーゼと呼ばれる新しい耐性機構


































れ始めた。2008～2009 年の九州地区の大学病院における OXA-23 型 CHDL 産生 A. 
baumannii によるアウトブレイク事例（韓国からの持ち込み例）、2009 年の千葉県における
OXA-23型CHDL産生A. baumannii分離症例（米国からの持ち込み例）、2010の年愛知県
における A. baumannii 分離症例（アラブ首長国連邦からの持ち込み例）、2006～2008 年と
2009 年に栃木県の大学病院でアウトブレイクを繰り返した事例、2010～2011 年の愛知県の大

















本研究では 2009～2010 年に帝京大学医学部附属病院においてアウトブレイクした MDRA
の薬剤耐性機構と分子生物学的特性を解析すること。また、アウトブレイク前後の 1998 年から
2014 年の間に分離されたアシネトバクター属菌 5,472 株の中で、イミペネムの MIC が≧
4μg/mL で非感性と判定された 175 株について、CLSI 標準法による薬剤感受性測定、カルバ
ペネム系薬、アミノ配糖体系薬、キノロン系薬に対する薬剤耐性機構の解析、パルスフィールド





























定された株が 92 株存在した。しかし、2011 年 2 月の感染症法施行前に分離された A. 
baumanniiの 10株については保存されていなかったため（内訳：2005年分離 1株、2007年
分離 1株、2009年分離 2株、2010年分離 6株）、解析から除外した。したがって、解析対象株
はMDRAのA. calcoaceticus 4株とA. baumannii 78株を含む 175株とした（図1）。感染症
法施行前の解析対象株は 149株、施行後の対象株は 26株である。 
 
3) 菌種名の同定 
Scolaら 56)の方法を参考にアシネトバクター属菌の rpoB Zone1領域についてシークエンス
用プライマー（表1）を用いてBIO RAD T100 Termal Cycler（BIORAD社、米国）でPCRを





いて精製した。次にABI BigDyeTMTerminator v3.1 Cycle Sequencing キット（アプライドバイ
オシステムズ、米国）を使用し、ABI3730xl Analyzer（アプライドバイオシステムズ、米国）にて












ン：東京）各 2枚を 3cm離して置き、MBL阻害剤である SMA含有ディスクを IPM、CAZ各 1
枚との距離が 1.5～2.0cm になるように近づけて置いた。35℃で 16-18時間培養後に阻止円の





①  MBL遺伝子 
SMAダブルディスク法によるMBLスクリーニング試験で陽性となった 13株については、ア
シネトバクター属菌においての報告がある IMP-1, IMP-2, VIM-1, VIM-2, NDM 遺伝子を
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Sendaら 59)、Shibataら 60)、Poirelら 61) の方法を参考にPCR法にて検索した（表1）。PCR条
件は Initial denaturation 94℃5 分、（deneture94℃60 秒、 annealing 55℃60 秒、
extension 72℃60秒）30サイクルおよび final extension 72℃10分とした。 
② OXAタイプのCHDL遺伝子 
MBL が確認されなかった 160 株については、欧米やアジア地域でカルバペネム系薬耐性
の主流となっているOXAタイプのCHDLを考慮して、Woodfordら62)の方法を参考にMutipex 
PCR 法にて、OXA タイプの CHDL 遺伝子の検索を行った（表 1）。PCR 条件は initial 
denaturation 94℃3分、（deneture94℃30秒、 annealing 52℃30秒、extension72℃1分）
30サイクルおよび final extension 72℃5分とした。 
さらに、OXAタイプCHDLのPCRで陽性となったOXA-51-like 143株とOXA-23-like 17
株については、 ISAba1 がプロモーターとして作用しているか否かの判定に Poirel ら 42)、 
Segal ら 43)の方法を参考に、ISAba1のフォワードプライマーと OXA-51-like リバースプライマ
ー、 ISAba1 のフォワードプライマーと OXA-23-like リバースプライマーを用いて
ISAba1/OXA-51-like、 ISAba1/OXA-23-like、の PCR を行った。PCR 条件は initial 
denaturation 95℃5分、（deneture95℃45秒、annealing48℃45秒、extension 72℃180秒）







（表1）を用いて、Pournarasら 63)の方法を参考にPCRを行った。PCR条件は initial 
denaturation 94℃5分、（deneture 94℃60秒、annealing 54℃60秒、extension 72℃45秒）







(Carbapenem resistance-associated outer membrane protein ; CarO ) 遺伝子（表1）の有
無を、Mussiら64)の方法を参考にPCRを行った。PCR条件はInitial denaturation 94℃5分、










条件は initial denaturation 95℃5 分、（deneture 95℃45 秒、annealing 48℃45 秒、





領域（Quinolone Resistance-Determining Region :QRDR）におけるアミノ酸の置換を調べた。
最初にgyrAとparCについて（表1）、PCRを行った。PCR条件は initial denaturation 94℃
3分、（deneture 94℃30秒、 annealing 55℃30秒、extension 72℃1分）30サイクルおよび
final extension 72℃5分とした。続いて、得られた PCR産物を ExoSAP-IT®で精製し、DNA




7) パルスフィールドゲル電気泳動（Pulsed-Field Gel Electrophoresis: PFGE）解析 
Tenover50)らの方法を参考に、108株についてPFGEを行った。薬剤感受性パターンが同一
で検出日が近い株については代表株を選択した。試薬キットは GenePath Group2 および 6
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（BIORAD社、米国）を、制限酵素としてSma I（25units mL）を使用した。電気泳動は6V/cm、 
18.5時間、Initial15.3sec，Final 34.9sec，Genepath電気泳動プログラムは（BIORAD社、米





8)  Multi locus Sequence Typing(MLST) 
Bartual ら 68)の方法(Oxford 法)を参考に、7 つのハウスキーピング遺伝子（gltA、 gyrB、 
gdhB、recA、cpn60、gpi、rpoD ）に関して、PCR を行った（表 1）。PCR 条件は initial 
denaturation 94℃2分、（deneture 94℃60秒、 annealing 55℃60秒、extension 72℃120
秒）30 サイクルおよび final extension 72℃2 分とした。続いて、得られた PCR 産物を
ExoSAP-IT®で精製後、DNA シークエンス解析して塩基配列を決定した。得られた塩基配列に
対して、PubMLST Acinetobacter (http://pubmlst. org/abaumannii/) を用い、シークエンス
タイピング（Sequence Typing: ST）を行った。 
 
9) 薬剤感受性試験 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)法に準拠した微量液体希釈法（CLSI標







セフォゾプラン（CZOP; 武田薬品、大阪）、イミペネム(IPM; 万有、東京)、メロペネム(MEPM; 
大日本住友、大阪)、ドリペネム（DRPM; 塩野義、大阪）、ゲンタマイシン(GM; SIGMA、米国)、
トブラシン（TOB; 東和、大阪）、アミカシン(AMK; SIGMA、米国)、アルベカシン（ABK; 明治、
東京）、シプロフロキサシン（CPFX; SIGMA、米国)、レボフロキサシン(LVFX; 第一三共、東京)、
ミノサイクリン（MINO; SIGMA、米国）、コリスチン（CL; SIGMA、米国）、ポリミキシン B（PB; 
SIGMA、米国）、の 20薬剤を用いた。希釈系列は 0.125～128μg/mlの範囲で検討した。精度
管理株としてEscherichia coli ATCC 25922、E. coli ATCC 35218を使用した。 
 
10 )統計学的解析 












れ、分離頻度の分母をアシネトバクター属菌分離患者数にして計算すると 2002 年に 0.36%（1












解析対象の 175 株について A. baumannii は 160 株(91.4%)と最も多く分離され、A. 
calcoaceticus が 10株(5.7%)、A. nosocomialisが 3株(1.7%)、A. pittiiが 2株（1.1%）であっ
た（図5）。A. calcoaceticusは1998～2004年に分離され、A. nosocomialisは2003～2006年
に分離、A. baumanniiは 2005年以降、A. pittiiは 2011年に分離された。 
 
3) MBLスクリーニング試験結果 





MBL スクリーニング法が陽性となった A. calcoaceticus10 株、A. nosocomialis 3 株、A. 
pittii 2株においては、blaIMP-1が検出された（図6）。 
② OXA-タイプβ-ラクタマーゼ遺伝子 




は 140株（97.9%）で、3株では OXA-51-likeの上流に ISが検出されなかった。OXA-23-like
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遺伝子保有 17 株は全て ISAba1/OXA-23-like が陽性であった。ISAba1/OXA-23-like は、
2008年に 4株、2009年に 13株検出された（図7）。 
 
5) OXA-51-like遺伝子、OXA-23-like遺伝子のDNAシークエンス解析 




カルバペネム系薬の外膜透過性に関与する carO遺伝子は、A. calcoaceticusの 3株(30%)
に欠損がみられたが、A. baumannii、A. nosocomialis、A. pittii では欠損が見られなかった
（図8）。 
 
7) アミカシン耐性遺伝子の解析結果  
アミカシンン耐性89株中、A. baumannii の 79株(87.8%)から armAの 16S rRNAメチラ
ーゼが検出され、aac(3)-1、aph(3’)-1、ant(3’’)-1の 3つの耐性遺伝子が 3株から検出された。
A. calcoaceticus ではant(3’’)-1が2株から、aac(6’)-1bが1株から、aph(3’)-1が1株から検出








キノロン系薬耐性の A. baumannii 158 株と A. calcoaceticus 4 株では、全株 gyrA に
Ser83Leu(tca→tta)置換が確認され、それらの161株はparCにおいてもSer80Leu(tcg→ttg)




2006年に分離されたA. calcoaceticus とA. nosocomialis の11株で薬剤耐性遺伝子blaIMP-1
を保有する株、クラスターBは 2008年分離の 4株と 2010年分離1株のA. baumannii で
OXA-66型CHDL産生株、クラスターCは 2008～2009年分離株9株でA. baumannii の
OXA-23型CHDL産生株、クラスターDは 2009～2014年分離のアウトブレイク株を含むA. 
baumannii 42株でOXA-66型CHDLを産生しMDRAに該当するグループであった。 











図11にA. baumannii のMLST解析結果を示す。最も多かったのはST92 (1-3-3-2-2-7-3)
で 106株、次いでST469 (1-12-3-2-2-103-3)の 49株、他にST455 (1-87-3-2-2-83-3)が 2株、 

















剤感受性の成績を近似する 4 グループに分類して特徴を分析した（図 12）。グループは、1998







グループ④の MDRA であったが、第 4 世代のセファロスポリン系薬であるセフォゾプランの

























間に世界的増加傾向にあり、米国とヨーロッパでは A. baumannii による肺炎の 65%がカルバ
ペネム系薬耐性で 69)、Asian Network for Suveillance of Resistant Pathogensによるとアジ
ア諸国（香港、インド、韓国、マレーシア、フィリピン、シンガポール、台湾）では院内発症肺炎








が 検 討 さ れ 、 2011 年 に は Staphylococcus aureus 、  Enterococcus spp. 、 
Enterobacteriaceae (Salmonella と Shigella を除く)、 Pseudomonas aeruginosa および 
Acinetobacter spp.について、ヨーロッパのEuropian Center for Disease Prevention and 
Control(ECDC)と米国のCenters for Disease Control and Prevention(CDC)により、多剤耐
性(Many different definitions for multidrug-resistant：MDR)、超多剤耐性(extensively 
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drug-resistant:XDR) 、汎多剤耐性(pandrug-resistant :PDR) の定義が提唱された 74)。その
内容は、MDRは同一系統内で 1つ以上非感性の抗菌薬が 3系統にわたって存在する、XDR






このような状況を背景に、CLSI は 2014 年にアシネトバクター属菌に対するカルバペネム系


















者数として 17 年間に 5,472 例と JANIS 報告の約 10 倍多く検出されていた（図 3）。さらに、
JANISにおける、アシネトバクター属菌に対するイミペネムの耐性率は 2008年から 2013年ま
で 2%、非感性率は 3%と変動がみられなかった。一方、隣国の韓国における全国サーベイラン
















離された A. baumanniiで OXA-66 型 CHDL 産生グループ、2008～2009 年に分離された
A. baumanniiでOXA-23型CHDL産生グループ、2009年以降に分離されたA. baumannii
でOXA-66型CHDL産生のMDRAグループである。 
非A. baumanniiグル-プでは、A. calcoaciticus、A. nosocomialis、A. pittiiにおいて bla 
IMP-1 MBL が確認された。アシネトバクター属菌では、A. soli、A. ursingii、A. pittii、A. 


















世界的流行株である International clone IIのCC92に属するST469が、すでに2005年には
国内からも分離されていたことが明らかとなった。2006年にはCC92に属するST4とST436も




研究で 2005年に分離されたA. baumanniiからOXA-51 like CHDLが検出されていた事実
は、欧米で A. baumanniiの CHDLが問題化し始めた数年後には、すでに国内からも世界的























OXA-23-like CHDL（遺伝子型：bla OXA-23、bla OXA-27、bla OXA-49）が最も多く世界中に拡散して



































































らによる A. baumannii OXA-66、ST208 による ICU 病棟でのアウトブレイク報告事例 53）、
Yamada らによる armA保有A. baumannii 検出事例 93）、Tadaらによる臨床検査センターの
収集株からA. baumannii OXA-82、OXA-72、OXA-23、ST208、ST455、ST512を検出した
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図1  解析対象株数 
 
  
































MBL産生菌では、CAZディスクと SMAディスクまたは IPMディスクと SMAディスクの阻止円が、
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図 11 A. baumannii のMLST解析結果 
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図 1   ：解析対象株数 合計 175 株 
     ：解析対象中の MDRA 株数 合計 82 株 
    ※グラフ中の数字は、株数を示す 
 
図 2  MBL 産生菌では、CAZディスクと SMAディスクまたは IPMディスクと SMAディスクの阻止円
が、矢印で示すように CAZ または IPM 単剤の阻止円より SMA 方向に拡大しているか、SMA
ディスクと CAZまたは IPMディスクとの間に阻止帯が形成された。 
 
図 3      :  MDRA 




患者では 5～6 年周期で大幅な変動がみられた。MDRA 分離患者数は 2009 年～2010 年に





ルからは 0.7%、髄液からも 1件 (0.02%)分離された。 
 
 
図 5     : A. bauannii 
: A. nosocomialis 
: A. caloaceticus 
: A. pittii 
 
図 6        : bla IMP-1 
: ISAba1+bla OXA-23 
: ISAba1+bla OXA-66 
: bla OXA-66 
※グラフ中の数字は株数を示す 
 
図 7      : A. baumannii ISAba1+bla OXA-66 
: A. baumannii ISAba1+bla OXA-23 
: A. nosocoialis bla IMP-1 




: A. pittii 
 
図 8        : carO 欠損 
: carO 保有 
 
図 9      : 不明 
: aac(3)-1+aph(3’)-1a+ant(3’’)-1 






図 10   : 1998-2006 年分離 
: 2008 年-2009 年分離 
: 2009 年-2014 年分離 
: bla IMP-1 
: ISAba1+bla OXA-66 
: ISAba1+bla OXA-23 
: ISAba1+bla OXA-66 (MDRA) 
          80%以上の相同性が認められるものを同一の菌株と判定した 
 
































































OXA-51-like-seq-R   CTATAAAATACCTAATTGTT 
































































































GDH SEC F(seq) ACCACATGCTTTGTTATG 
GDHB 775R(amp) GTTGAGTTGGCGTATGTTGTGC 















gpi R1(amp/seq) TCAGGAGCAATACCCCACTC 
rpoD-F(amp/seq) 
rpoD 
ACC CGT GAA GGT GAA ATC AG 
672 








表 2  rpoBの DNAシークエンスにより得られた菌種名 
 
菌種名 株数 % 
Acinetobacter baumannii  160 91.4 
Acinetobacter calcoaceticus 10 5.7 
Acinetobacter nosocomialis 3 1.7 
Acinetobacter pittii 2 1.1 






















A. calcoaceticus  
（n=10) 
Ser83(tca)→Leu(tta) 変異なし 1 10.0 
  Ser83(tca)→Leu(tta) 
Ser80(tcg)→
Leu(ttg) 
3 30.0 
 
 
%=菌種に占める割合 
 
  
 
 
 
